






































2. W-TChR2V4 ラットについて 
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ら LFP の変動および MUA の増加が記録された。青色光を連続して照射すると、光と同期
して連続した LFP と MUA の反応が記録された。光ファイバーによる単一ウィスカへの光
照射に対しては、LFP、MUA ともに反応が記録されたが、ウィスカパッドへの光照射と単
一ウィスカへの光照射とでは、LFP 反応のピークの潜時（ウィスカパッド、単一ウィスカ
でそれぞれ 6.8 ± 0.6 ms、11.9 ± 0.86 ms）に有意差がみられた。 





LEB latency、LEB peak、PAB duration などの違いに反映されていることを見出した。  













































































2. W-TChR2V4 ラットについて 
 淡水池沼に生息する単細胞緑藻類クラミドモナス（Chlamydomonas reinhardtii; Fig. 2A）
は、眼点とよばれる膜領域に局在する光感受性イオンチャネルによって光を受容し、光合
成に有利な走光性を示す. チャネルロドプシン（ChR）とよばれるこのイオンチャネルは、
可視光に反応して陽イオンを透過させるという性質をもつ。 クラミドモナスは 2 種類の
ChR を持つことが知られており、それぞれチャネルロドプシン 1（ChR1）、チャネルロド














ーター制御下で ChR2 と蛍光タンパク質 Venus の融合タンパク質（ChR2V）を発現するト




現を確認する必要がある。W-TChR2V の ChR2 を発現は、Venus の蛍光を観察することで
容易に知ることができた。作製された W-TChR2V の 8 系統のうち、海馬や大脳皮質で十分













































また東北大学、日本生理学会および NIH が定める倫理規定に沿って行われた。 
 
1. 実験動物 
 本研究では、Wistar をバックグラウンドとし、Thy1.2 プロモーター制御下で ChR2 と蛍
光タンパク質 Venus との融合タンパク質（ChRV）を発現するトランスジェニックラット




ットは 24±2℃に保たれた部屋で明暗 12 時間のサイクルで飼育し、餌と水はいつでも摂取
可能な状態にした。なお、PCR で使用したプライマーは以下のものである。 
 Venus-F: 5’-ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGT-3’ (25-mer) 









経終末に光が届くように、両側のウィスカを全て剃った。Ear bar と tooth bar を用いてラ
ットの頭を脳定位固定装置（KOPF）に固定した。電気生理学的計測を行うために、頭皮を
切り開き、結合組織などを除去して頭蓋骨を露出させ、左脳バレル野上（5.5 mm lateral, 2.5 

















青色LED（470 nm, LXML-PB01-0023; Philips Lumileds Lighting Co.）と赤色LED（625 
nm, LR W5AP-LXMY-1; OSRAM Opto Semiconductors）を使用して、ウィスカ毛根への
光照射（50 ms pulse）を行った。LED はウィスカパッドから 0.5‐1cm の距離に置き、パ
ッド全体に対し光パルス（4–5 mWmm−2 at the whisker pad）を照射した。また、単一ウ
ィスカ刺激のために、プラスチック製光ファイバー（φ750μm, Edmund Optics）を用いて
照射範囲を限定した光パルス（13 mWmm−2 at the follicle surface）を毛根部に与えた。
光照射による LFP の変化が最も顕著にみられるウィスカの LFP、MUA を記録した。使用
した LED の光密度の測定は、サーモパイル(MIR-100Q; Mitsubishi Oil Chemicals）で行
った。MUA および LFP の応答を加算平均するために、全ての光照射は 0.05Hz で 30 回繰
り返して行った。光照射のタイミングおよび出力は、パルスジェネレータ（SEN-7203; 
Nihon Kohden）と直流電流装置（R6243; Advantest）を用いて制御した。 
 
2-4. データ解析 
全てのデータは Clampfit 10.2 (Molecular Devices) および Offline sorter (Plexon) ソフ
トウェアを使用して解析した。各個体で得られた応答のデータは全て、刺激 30 回分を加算
平均したものである。MUA の応答は刺激前後時間ヒストグラム（PSTH）で表した（1 ms 
bin）。光照射開始直前の 100 ms 間の LFP と Spikes/bin の平均値を自発活動の LFP 
magnitude 、MUA magnitude と定義し、光照射のオンセットから 3 - 50ms の LFP と
Spikes/bin の平均値を光照射中の LFP magnitude 、MUA magnitude と定義した。ウィ
スカ‐バレル経路の伝達に潜時が存在するため、光照射後 3ms 間は応答解析に含めなかっ





 実験前日、イソフルランで導入麻酔を施した W-TChRV4 ラットに、ケタミン‐キシラジ
ン麻酔（mixture of ketamine and xylazine; 100 mg and 10 mg/kg body weight）を筋肉内
投与した。麻酔されたラットの両側のウィスカを、間毛を含めて全て剃った。右側の 14 本
のウィスカ（A1-3、B1-3、C1-4、D1-4）の毛根の位置を小さなアクリルプレートに写し取





接着剤で固定した。ラットを tooth bar を用いて MRI 用アニマルベッドの上にうつ伏せに
寝かした。ウィスカ毛根へ光照射するために、片端を青色 LED（470 nm, LXML-PB01-0023; 




3-2.  MRI 撮像 
 全ての MRI データは 7 テスラ MRI スキャナー（Bruker Biospin）を使用して取得した。
直径 72mm のラジオ波送信用バードケージコイルと、バレル野の上方においた受信用
quadrature 型表面コイルを使用した。BOLD 信号は grandient-echo echo-planer imaging
（GE-EPI）法を用いて、バレル野表面と接する tangential 画像より取得した。撮像条件は、
繰り返し時間（TR）1000 ms、エコー時間（TE）15 ms、フリップ角 30°、撮像面範囲（FOV）
30 x 30 mm2、マトリクスサイズ 100 x 100、スライス厚 2 mm とし、総数 6060 スキャン
の撮像を行った。 
 
3-3.  実験デザイン 
 fMRI 計測はブロックデザイン刺激パラダイムにて行った（ブロック数 100）。1 ブロック
の構成は 10 秒間のウィスカ光照射および 50 秒間の休止期に設定した。14 本のウィスカ毛
根部に対して同時に光照射（50 ms pulse, 10 Hz）を行った。光照射は、ウィスカ毛根部と
接した光ファイバーの先端より行った（13 mW/mm2 at the follicle）。光照射のタイミング
と出力は、デジタル/アナログ変換器（RBS-DIO, Rabbit House Co.）および特注の LED ド
ライバーを用いて制御した。 
 
3-4.  データ解析 
 fMRIデータの前処理は SPM8（University of College London）とMATLAB（MathWorks）
を使用して行った。データの前処理として、頭部の動き補正、半値幅 0.8 mm のガウスカー
ネルを用いた平滑化、平均値の 3 分の 2 以下の密度のボクセルを解析対象から除くことよ
る脳以外の組織からのシグナルの除外、ウィスカ毛根への光照射前における周波数フィル
タリング（< 0.25 Hz）を行った。fMRI データの統計解析には、光照射前（光照射のオン
セットから－4-0 s における 5 点）と光照射開始後（光照射のオンセットから 1-24 s におけ
る 24 点）の平均値との two-tailed Student’s t-test を用いた（p=0.001）。血中酸素濃度依
存的（BOLD）シグナルの経時変化を表すために、有意なシグナルが得られた全てのボクセ
ルを region of interest（ROI）に設定し、ROI 全体からシグナルの平均値の経時変化を求















野から電気生理学的計測を行った（Fig. 7）。結果について、実験した 7 匹の中から 1 匹の











青色光照射を行い、バレル野の活動を記録した。結果について、実験した 5 匹の中から 1













セットから 6.8±0.6 ms 後であったのに対し、単一ウィスカへの青色光照射の場合は 11.9 
± 0.86 ms 後で、ウィスカパッドの方が有意に早かった（Fig. 10C）。 
ウィスカパッドへの青色光照射でみられた MUA の変化では、上で述べた照射後すぐに起
こるバースト発火（light-evoked burst; LEB）に加えて、短い活動の休止を挟んで生じる
バースト発火（periodic afterburst; PAB）が観察された（Fig. 13A）。実験した個体全てで
LEB、PAB は観察されたが、Figure 8、9 で示した個体では特に明瞭にみられ、ウィスカ
パッドへの光照射から LEB、PAB が共に 30/30 trials で確認された。同個体の単一ウィス
カ（D3）への光照射でも、LEB（30/30 trials）および PAB（24/30 trials）は記録された。
D6 ウィスカへ光照射の位置を代えると、LEB が 22/30 trials、PAB が 12/30 trials となっ
た。ウィスカパッドへの光照射で記録された LEB は光照射のオンセットから 16±1.0 ms
（in 30 trials）で最もSDが大きくなったのに対し、D3ウィスカへの光照射では 34±1.8 ms
となり、ウィスカパッドの方が有意に早かった（Fig. 11B）。また、LEB の duration はウ
ィスカパッドへの光照射で 36±1.6 ms、D3への光照射で 42±2.6 msと近い値であったが、
D6 への光照射では 20±4.9 ms となり、有意に短かった（Fig. 11C）。 
LEB だけでなく、PAB の duration においても有意な差がみられた。PAB の duration
はウィスカパッドへの光照射、D3 への光照射、D6 への光照射で、それぞれ 610±22 ms、
340±57 ms、70±24 ms であった。PAB と似たバースト発火は、自発活動中においても記





射前後 2 秒間の LFP に対して wavelet 解析を施した。その結果、10-20 Hz の振動が生じ
ていることが確認された。（Fig. 12C）。同様の振動は、D3 への光照射においても記録され





照射が終わる前に低下していくように感じられた。そこで、光照射の duration を長く（500 
ms）して実験を行ってみた。その結果、やはり LFP、MUA ともに、光照射を続けても活
動の変化の速やかな減少は生じた（Fig. 13）。 
50 ms duration の対側青色光照射を繰り返し与えた場合、バレル野の活動にどのような
変化がみられるか、計測をおこなった。まず光照射を 2 Hz で繰り返し与えると、光と同期
して連続した LFP の変動と MUA の増加が記録された（Fig. 14A）。光照射の周波数を 5 Hz
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に上げても、それらの変化は光と同期して記録された（Fig. 14B）。しかし、周波数を 10 Hz
に上げると、MUA は光と同期して増加したが、LFP の変動は追従していないように見えた
（Fig. 14C）。そこで、それぞれの LFP に対して wavelet 解析を施すと、10 Hz の光照射で
は 2 Hz、5 Hz の場合（Fig. 14D、E）とは異なり、光照射を繰り返し与え始めてから遅れ
て光のタイミングに同期していく、という傾向がみられた（Fig. 14F）。 
 
2. バレル野からの fMRI 
ウィスカ刺激は、バレル野での神経活動応答だけでなく、血行動態応答も誘発すること
が知られている。そこで、ウレタン麻酔下の W-TChRV4 ラットのウィスカ 14 本の毛根部
へ青色光照射を行い、対側のバレル野から BOLD シグナルの計測を行った（Fig. 15）。結
果について Figure 16 に示す。光ファイバーからの青色光照射開始から 4-5 s 後に BOLD
シグナルが生じ始め（Fig. 16D）、速やかにバレル野に広がっていき、7-8 s 付近でピークに































ら、この活動変化は W-TChR2V4 の ChR2 の発現に基づいていると考えられる。高周波数
帯の MUA においても活動が記録されたことや、より電極と光源との距離が近い同側照射か
らは記録されなかったことから、光電効果等によるアーチファクトであることは考えにく











られている。また本研究において、光照射オンセットから 100 ms 前後経過してから再び




















単一ウィスカ毛根部への光照射では、PW やその他のウィスカ 1 本のみが刺激されていると





本研究では、ウィスカへの光刺激によってバレル野から LEB と短い休止後の PAB の 2
つのバースト活動が記録された。PAB の周波数は 10 -20 Hz で、持続時間は 1 s に満たな
いものであった。同様のバーストは、自発活動でもみられた。このようなバースト活動は、
ノン REM 睡眠時や麻酔下の動物において発生することが知られている[32,33]。また、こ
の活動は大脳皮質の Up state 時に生じる[34-36]。このことから、本研究では自発活動中に
おける典型的な Up state、Down state はみられなかったものの、LEB によって強制的に
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Figure 2. ChR2 を用いたニューロンへの光刺激法 
A) ChR が発見された単細胞緑藻類であるクラミドモナス 
B) ニューロン膜に発現した ChR2 の光照射に対する反応 
C) ChR2 と Venus との融合タンパク質を発現した海馬ニューロン（左）と光照射に応答し





Figure 3. W-TChR2V4 ラット 
A) W-TChR2V4 に導入された遺伝子（左）と実際のラットの写真（右） 
B) W-TChR2V4 の脳切片画像. Sagittal section（上）と Coronal section（下）. 
 
Figure 4.  W-TChR2V4 への光による皮膚触覚刺激 
A) 脊髄後根神経節ニューロンにおける ChR2 の発現. 機械受容ニューロンに特異的な発
現がみられる. 
B) 自由行動下の W-TChR2V4 の足裏皮膚に対する光照射実験の様子. 
 
Figure 5.  W-TChR2V4 の三叉神経節ニューロンにおける ChR2 発現 











Figure 7. W-TChR2V4 のウィスカ毛根部への光照射と電気生理学応答記録実験の概要図 
A) 青色 LED によるウィスカパッドへの光照射と、対側バレル野からの LFP、MUA 計測. 
B) 光照射に用いた LED 光源（上）とウィスカパッドへ光照射した時の例（下） 
 
Figure 8. ウィスカパッドへの光照射時におけるバレル野の神経活動 
A) 対側のウィスカパッドへの青色光照射. （ⅰ）は LFP の加算平均された波形、（ⅱ）は
MUA 波形の 1 例（上）と、スパイクをラスター（中）およびヒストグラム（下）で表





Figure 9. 単一ウィスカへの光照射時におけるバレル野の神経活動.  （ⅰ）は LFP 波形、
（ⅱ）は MUA 波形の 1 例（上）と、スパイクをラスター（中）およびヒストグラム（下）
で表したもの.  青色バーは光照射を示す.  
 
Figure 10. 各光照射時における LFP、MUA の変化の大きさと LFP のピーク潜時. 
A) LFP のピークの振幅. 左からウィスカパッド対側青色光照射、対側赤色光照射、同側
青色光照射（n=7）、単一ウィスカ青色光照射（n=5）. B も同様. 
B) MUA の SD の最大値.  
C) LFP のピーク潜時. 左が対側青色光照射、右が単一ウィスカ青色光照射. 
*p<0.05、**p<0.005 
 
Figure 11. バレル野で記録された MUA のバースト活動.  
A) バースト波形の例. 青線で囲まれたバーストはLEB、緑線で囲まれたバーストはPAB、
紫線で囲まれたバーストは Spontaneous burst. 
B,C) LEB のピーク潜時（B）と LEB duration（C）. 左からウィスカパッド対側青色光
照射、単一ウィスカ青色光照射（D3）、単一ウィスカ青色光照射（D6）. 




Figure 12.  バレル野で記録された LFP のスピンドル振動の例.  
A) 自発的な振動（左）と光照射後にみられる振動（右） 
B）Wevelet 解析法による自発的な振動の周波数解析. 




Figure 13. ウィスカパッドへの long pulse 光照射時におけるバレル野の神経活動.  
A) LFP 波形（上）と MUA のヒストグラム（下）. 
B) A の光照射のオンセット前後の時間を引き延ばして表示したもの. 
青色バーは光照射を示す.  
 
Figure 14. ウィスカパッドへの繰り返し光照射におけるバレル野の神経活動 
A-C) 2 Hz（A）、5 Hz（B）、10 Hz（C）での光照射. LFP 波形（上）および MUA のヒ
ストグラム（下）. 青色バーは光照射を示す.  
D-F) Wavelet 解析法を用いた 2 Hz（C）、5 Hz（D）、10 Hz（F）の光照射に対する LFP 
の周波数解析. 
 
Figure 15.  fMRI 実験の概要図 
A) 実験システム. 光ファイバーを用いたウィスカ毛根部への青色光照射と、小動物用
7T-MRI を用いた BOLD 信号計測. 
B) 光照射したウィスカの位置（A1-3、B1-3、C1-4、D1-4）. 青丸は光ファイバーによる
照射位置を表す.   
C) 光照射した時の例. 
 
Figure 16.  対側バレル野から得られた BOLD 信号 
A) T1 coronal 画像. 色付きで囲われた部分が FOV を示す. 
B) BOLD の経時変化. 青色バーはウィスカ毛根部への光照射時間を表す. 
C-D) BOLD 信号の時間的変化を示す連続 EPI 画像. それぞれ、光照射のオンセットから
0 s（C）、5 s（D）、 8 s（E）、19 s（F）. 
 
Figure S1. W-TChR2V4 ウィスカへのエアパフ刺激に対する応答. LFP 波形（上）と
MUA のヒストグラム（下）. 灰色バーはエアパフを示す. 
 
Figure S2. MUA の SD による解析. 
A) MUA の波形を SDMUAで表したもの. 各 SD は 5 ms の bin 幅（連続した 100 点）から
計算された値である. a は Spontaneous burst、b は LEB および PAB.  
B) LEB、PABのピーク潜時、durationの計測法. 光照射のオンセットから LEBの SDMUA
が最大となるまでの時間を LEB のピーク潜時とし、SDMUAが光照射後 1 s 間の SD の
最小値の 3 倍以上となる duration を LEB duration とした. また、SDMUAが PAB 発
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